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Lista de Abreviaturas e Siglas 
 
- 1,25(OH)2D: 1,25-diidroxicolecalciferol 
- ad libitum: à vontade 
- AFIP: Armed Forces Institute of Pathology 
- anticorpo anti-IL: anticorpo anti-interleucina 
- cm: centímetro 
- CONT: grupo controle(pseudo-ooforectomizado) 
- DP: desvio padrão 
- E.D.T.A. : ácido etilenodiaminotetracético 
- EGF: fator de crescimento epidérmico 
- g: grama 
- H&E: hematoxilina e eosina 
- IL: interleucina 
- kg: quilograma 
- KVA: quilo-volt-ampere 
- K-W: teste de Kruskal-Wallis 
- M-CSF: fator estimulante de colônias de macrófagos 
- mg: miligramas 
- mm: milímetros 
- mm2: milímetros quadrados 
- n: número de animais utilizados 
- NaOH: hidróxido de sódio 
- OVX: ooforectomização / grupo ooforectomizado 
- p: valor de significância estatística 
- pH: potencial hidrogeniônico 
- PTH: paratormônio 
- q.s.p: quantidade suficiente para 
- mRNA: ácido ribonucléico mensageiro 
- teste t: teste t de Student 
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- TNF-α: fator de necrose tumoral-α 
- US FDA: US Food and Drug Administration 
- VEG: fator de crescimento endotelial vascular 




 A osteoporose é descrita como uma diminuição progressiva e 
generalizada da massa óssea que causa diminuição da sua resistência a níveis 
inferiores àqueles necessários para o suporte mecânico. Estas alterações podem 
estar associadas à deficiência de estrógeno. Apesar das pesquisas realizadas, os 
mecanismos pelos quais a depleção deste hormônio ovariano leva à perda óssea 
não estão totalmente compreendidos. Tem sido sugerida relação entre perda 
óssea na região oral e deficiência de estrógeno. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar a influência da ausência de estrógeno no processo de reparo alveolar pós-
exodontia em ratas. Trinta animais com quatro semanas de idade foram 
submetidos a ooforectomização bilateral (OVX) ou a pseudo-ooforectomização. 
Três semanas após a OVX, realizou-se exodontia dos primeiros molares inferiores 
e os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 3, 5 ou 7 dias pós-
extração. As mandíbulas foram removidas e dissecadas e utilizadas para estudos 
histomorfométrico, estereométrico e densitométrico. A ausência de estrógeno, no 
grupo OVX, foi associada à diminuição da quantidade de osteóide formado 
durante o período de 3 dias pós-exodontia, detectada pelos métodos 
densitométrico radiográfico bem como estéreo e histomorfométricos. Nos demais 
períodos analisados o processo de reparo ósseo alveolar não foi 





 Osteoporosis is described as a diffuse, progressive reduction of the 
bone mass, causing the bone to be fragile. These changes are associated with 
estrogen deficiency. Despite extensive research, the mechanisms by which a 
depleted estrogen level leads to bone loss are not completely understood. It has 
been suggested there may be a relationship between bone mass loss of the 
maxillofacial bone and estrogen deficiency. The purpose of this study was to 
investigate the effect of absence of estrogen on socket healing of young female 
rats after tooth extraction. Thirty four-week-old female rats underwent bilateral 
oophorectomy (OVX) or sham operations. Three weeks latter, first mandibular 
molar were extracted and the animals were killed by cervical dislocation 3, 5 or 7 
days after tooth extraction. The mandibles were removed and dissected for 
histomorphometric, estereometric and densitometric analysis. The estrogen 
absence was associated with decrease in the amount of osteoid produced by the 
third day post-tooth extraction, as detected by densitometric, estereometric and 
histomorphometric methods. The socket healing was not significantly affected in 





Aproximadamente 75 milhões de pessoas são afetadas pela 
osteoporose nos Estados Unidos da América, Europa e Japão (Elovic et al, 1994). 
É uma das desordens ósseas mais prevalentes, sendo definida como uma 
condição em que há um decréscimo na massa e resistência ósseas a níveis 
inferiores àqueles necessários para o suporte mecânico (Namkung-Matthai et al, 
2001; Yamashiro and Takano-Yamamoto, 2001, Bauss et al, 2002). 
A osteoporose pós-menopausa é o tipo mais comum desta desordem e 
a deficiência de estrógeno, fator de maior importância para o seu 
desenvolvimento, leva ao desequilíbrio entre as taxas de reabsorção e 
neoformação ósseas (Wronski et al, 1988; Li and Nishimura, 1994). Algumas 
hipóteses têm sugerido que a perda óssea associada à depleção de estrógeno é 
mediada por citocinas (Ammann et al, 1997; Cenci et al, 2000a; Cenci et al, 2000b; 
Chapurlat et al, 2001). 
A ooforectomização (OVX) de ratas Wistar é um dos modelos 
experimentais utilizados para o rápido desenvolvimento da osteoporose com o 
propósito de investigar os aspectos da patogênese e tratamento da perda óssea 
pós-menopausa (Tzaphlidou and Kafantari, 2000). 
Apesar do provável risco de perda óssea na região oral com o 
desenvolvimento da osteoporose pós-menopausa, que afeta predominantemente 
pessoas idosas, há poucos trabalhos relatando os efeitos da depleção de 
estrógeno no processo de reparo ósseo alveolar após exodontia (Elovic et al, 
1994; Tanaka et al, 2001). Alguns autores relatam ausência de atraso no processo 
de reparo no interior do alvéolo dental após OVX (Tanaka et al, 2001) entretanto, 
outros mencionam alterações nos alvéolos submetidos à remoção dental após 
ooforectomização (Salomao et al, 1974; Shimizu et al, 2000). 
 Considerando que tratamentos dentários são freqüentemente 
realizados em pacientes portadoras de osteoporose pós-menopausa, é importante 
elucidar as mudanças estruturais que ocorrem no processo de reparo ósseo 
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alveolar após exodontia nos estados de depleção de estrógeno. Utilizando a 
ooforectomização de ratas Wistar como modelo experimental, o presente trabalho 
foi desenvolvido para avaliar histomorfométrica, estereométrica e 
densitometricamente os efeitos da ausência de estrógeno no processo de reparo 




2. Revisão da Literatura 
 
2.1. Osteoporose 
A osteoporose é uma desordem metabólica óssea comum definida 
como condição em que há diminuição da massa e resistência ósseas a níveis 
inferiores àqueles necessários para o suporte mecânico, levando à deterioração 
da microarquitetura do tecido ósseo e aumento na incidência de fraturas 
espontâneas ou causadas por mínimo trauma (Tanaka et al, 1998; Frisch and 
Bartl, 1999; Namkung-Matthai et al, 2001; Yamashiro and Takano-Yamamoto, 
2001; Bauss et al, 2002). 
Considerada como um problema de saúde pública (Tanaka et al, 2000; 
Namkung-Matthai et al, 2001), acomete aproximadamente 75 milhões de pessoas 
nos Estados Unidos da América, Europa e Japão, afetando uma dentre três 
mulheres (Elovic et al, 1994) e sendo responsável por mais de 1,2 milhões de 
fraturas nos Estados Unidos a cada ano (Mohajery and Brooks, 1992; Manolagas, 
2000) 
Esta desordem óssea pode ser primária ou secundária, sendo a 
primária classificada em dois tipos: I – pós-menopausa e II – senil ou involucional. 
A osteoporose secundária ocorre como conseqüência de processos patológicos 
tais como a artrite reumatóide, hipertireoidismo, mieloma múltiplo, alcoolismo, uso 
de drogas, imobilização, desordens dos tratos gastrointestinal ou biliar, patologias 
renais, transplantes de órgãos e câncer (Frisch and Bartl, 1999). 
A osteoporose pós-menopausa é o tipo mais comum desta condição e 
está associada à deficiência ou insuficiência de estrógeno, a qual aumenta a taxa 
de remodelação óssea e leva a um desequilíbrio entre a reabsorção e 
neoformação (Wronski et al, 1988; Li and Nishimura, 1994; Kawamoto and 
Nagaoka, 2000; Namkung-Matthai et al, 2001; Yamashiro and Takano-Yamamoto, 
2001; Bauss et al, 2002). O estrógeno é capaz de prevenir a perda óssea através 
de múltiplos efeitos nas células da medula e do tecido ósseo por causar 
decréscimo na formação dos osteoclastos e na capacidade de reabsorção destas 
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células, além de aumentar a taxa de apoptose sofrida pelas mesmas (Cenci et al, 
2000a; Cenci et al, 2000b). 
A patogênese da osteoporose pós-menopausa é complexa e os 
detalhes ainda não estão totalmente compreendidos (Kalu et al, 1989; Sims et al, 
1996; Ammann et al, 1997; Sunyer et al, 1999; Manolagas, 2000; Namkung-
Matthai et al, 2001; Chapurlat et al, 2001). Alterações nos mecanismos de ação da 
calcitonina, 1,25-diidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D) e paratormônio (PTH) podem 
estar envolvidos, mas mudanças nos níveis séricos dos hormônios reguladores de 
cálcio não parecem ser fatores isolados e obrigatórios para que ocorra perda 
óssea na osteoporose (Kalu et al, 1989). Citocinas como IL-1, IL-6, IL-11, fator de 
necrose tumoral-α (TNF-α) e fator estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF) 
parecem desempenhar papel fundamental no processo de reabsorção óssea na 
osteoporose, facilitando o recrutamento e maturação dos precursores de 
osteoclastos (Ammann et al, 1997; Cenci et al, 2000a; Cenci et al, 2000b; 
Chapurlat et al, 2001). 
Evidências sugerem que a IL-1 e o TNF-α, as quais estimulam a 
reabsorção óssea in vitro e in vivo, são as principais envolvidas nos estágios 
iniciais da perda óssea induzida pela deficiência de estrógeno (Sunyer et al, 1999). 
Aumento nos níveis destas duas citocinas foi encontrado em pacientes e animais 
ooforectomizados, sugerindo que o estrógeno é capaz de modular a produção de 
IL-1 e TNF-α e sua deficiência pode resultar em acentuada reabsorção do tecido 
ósseo (Ammann et al, 1997; Cenci et al, 2000b). 
A IL-6 estimula tanto neoformação quanto reabsorção ósseas, 
bloqueando a apoptose de osteoblastos e osteoclastos, sendo seu principal efeito 
observado nestes últimos (Sunyer et al, 1999; Riggs, 2000). A produção de IL-6 é 
inibida pelo estrógeno e a ausência ou redução dos níveis deste hormônio causa 
aumento excessivo da liberação desta citocina e, conseqüentemente, aumento do 
metabolismo ósseo (Riggs, 2000; Ohmori et al, 2001; Insogna et al, 2002). A 
ooforectomização (OVX) induz a produção de IL-1 em monócitos do sangue 
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periférico e em células da medula óssea e também a produção de IL-6 em 
osteoblastos e em células da medula (Sunyer et al, 1999). 
A perda óssea decorrente da deficiência de estrógeno não é uniforme 
nos ossos do esqueleto (Sims et al, 1996; Namkung-Matthai et al, 2001). Os sítios 
mais acometidos parecem ser aqueles sujeitos a maior sobrecarga física, tais 
como as metáfises proximal da tíbia e distal do fêmur, além das vértebras (Kribbs 
et al, 1983; Frisch and Bartl, 1999; Riggs, 2000; Chen et al, 2001). 
 
2.2. Efeito da ausência de estrógeno sobre o reparo ósseo 
Poucas pesquisas têm sido realizadas sobre a influência da ausência 
de estrógeno no reparo ósseo (Kubo et al, 1999; Namkung-Matthai et al, 2001). Há 
indícios de que a osteopenia em animais após OVX não altere os mecanismos de 
reparo ósseo após realização de fratura (Langeland, 1975; Blythe and 
Buchsbaum, 1976). Contudo, ocorre diminuição da densidade mineral óssea 
(Lindholm, 1978; Xu et al, 2003) e redução na quantidade e qualidade do calo 
ósseo neoformado (Namkung-Matthai et al, 2001; Arslan et al, 2003; Xu et al, 
2003). A deficiência de estrógeno parece prejudicar o reparo ósseo após fraturas 
(Kagel et al, 1995), mesmo depois de 12 meses da sua realização (Kubo et al, 
1999) além de, reduzir a vida útil dos osteoblastos e aumentar a dos osteoclastos 
(Seeman, 2003). 
 
2.3. Reparo alveolar após exodontia 
O processo de reparo alveolar após exodontia é assunto amplamente 
estudado e a seqüência de eventos conhecida em relativo detalhe (Hsieh et al, 
1994; Devlin et al, 1996; de Carvalho et al, 1997; Carvalho et al, 1997b; Devlin, 
2000). Inicialmente, o coágulo preenche o alvéolo e passa por processo de 
maturação (Guglielmotti and Cabrini, 1985) sendo aos poucos substituído por 
tecido de granulação (Smith, 1974). O ligamento periodontal residual é evidente 
até o segundo dia pós-extração (Devlin, 2000) e os fibroblastos provenientes deste 
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multiplicam-se e apresentam pronunciada atividade de síntese de fibras colágenas 
do tipo I e III (Green et al, 1969; Lin et al, 1994; Devlin, 2000; Devlin and Sloan, 
2002) que servem como molde para formação do futuro osso trabecular (Lin et al, 
1994; Devlin, 2000). Cerca de três dias após a exodontia, as células epiteliais 
mostram intensa atividade mitótica com a finalidade de recobrir a ferida. Ao longo 
deste período inicial, ocorre a angiogênese (Devlin et al, 1996; de Carvalho et al, 
1997; Carvalho et al, 1997b; McMillan, 1999). Após 4 a 5 dias, inicia-se a 
substituição do tecido conjuntivo denso por tecido ósseo neoformado, com 
deposição de osteóide pelos osteoblastos (Iizuka et al, 1992; Devlin, 2000). 
Osteoclastos iniciam a reabsorção das cristas e septos alveolares por volta deste 
mesmo período (Smith, 1974; Devlin, 2000). Fibras de colágeno tipo I, principal 
componente da matriz óssea orgânica (Domon et al, 1999), também são 
formadas, sendo bem evidentes após 6 dias da exodontia. Fibras de colágeno do 
tipo I e III estão distribuídas pelo alvéolo, da maneira similar às trabéculas ósseas 
neoformadas, ou seja, das paredes alveolares para o centro (Devlin, 2000). Uma 
semana após a exodontia, o epitélio recobre quase a totalidade do alvéolo e 
aumenta a deposição de tecido ósseo intra-alveolar (Guglielmotti and Cabrini, 
1985; Devlin et al, 1996). Feixes de colágeno tipo I circundam as áreas de 
neoformação óssea, enquanto que as de colágeno tipo III estão presentes nos 
sítios de neoformação óssea (Devlin, 2000). Cerca de 10 dias após a exodontia, o 
alvéolo está completamente recoberto por epitélio. Osso jovem está presente em 
todo o alvéolo, sendo imaturo e fibrilar na região central e mais organizado nas 
proximidades das paredes ósseas (Hsieh et al, 1994; Devlin et al, 1996). Entre 2 e 
3 semanas, ocorre união e espessamento das trabéculas ósseas neoformadas, 
juntamente com diminuição dos espaços medulares e vasculares (Carvalho et al, 
1983; de Carvalho et al, 1983; Guglielmotti and Cabrini, 1985; Iizuka et al, 1992; 
Devlin et al, 1996; de Carvalho et al, 1997; Carvalho et al, 1997a). Após 21 dias, 
predominam os processos de remodelação óssea, que se estendem por meses 
após a remoção do dente até não haver diferença estrutural entre osso 
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neoformado e osso alveolar adjacente (Green et al, 1969; Guglielmotti and Cabrini, 
1985; Kingsmill, 1999). 
 
2.4. Efeito da ausência de estrógeno sobre reparo ósseo alveolar 
A influência da ausência de estrógeno no processo de reparo alveolar 
tem sido pouco estudada e seus efeitos em ossos do complexo maxilo-mandibular 
ainda não estão bem estabelecidos (Elovic et al, 1994; Tanaka et al, 2001).  
O reparo dentro do alvéolo parece não ser significativamente atrasado 
pela ooforectomização (Tanaka et al, 2001) embora, existam relatos mostrando 
atraso deste processo em alvéolo submetido à remoção dental (Shimizu et al, 
2000). Atraso na neoformação óssea intra-alveolar a partir do 4º dia pós-exodontia 
foi relatado após OVX, com diminuição do número de fibroblastos, de capilares e 
de tecido ósseo neoformado, simultaneamente com reabsorção das trabéculas 
ósseas jovens (Salomao et al, 1974). No entanto, para outros autores, esta 
lentificação do reparo associada ao aumento da reabsorção óssea pode não ser 
detectada inicialmente, mas após um a dois meses da OVX (Tanaka et al, 2001). 
Diferenças na resposta de acordo com o sítio avaliado também já foram relatadas. 
Parece haver aumento da neoformação óssea na face palatina e reabsorção na 
face vestibular da maxila após exodontia em ratos submetidos à OVX (Wronski et 
al, 1988; Hsieh et al, 1995; Shimizu et al, 2000; Tanaka et al, 2001). 
Aumento dos espaços medulares e do número de osteoclastos na 
superfície da crista alveolar foi observado em animais ooforectomizados (Jahangiri 
et al, 1997), mas há estudo que relata menor atividade de reabsorção 
osteoclástica nas cristas alveolares de animais submetidos à OVX (Li and 
Nishimura, 1994). OVX pode causar diminuição da expressão de colágeno tipo I 
em cristas alveolares após exodontia de molares (Jahangiri et al, 1997) ou 
desarranjo das fibrilas de colágeno mesmo na ausência de procedimentos 
cruentos (Tzaphlidou and Kafantari, 2000). Animais ooforectomizados submetidos 
à exodontia parecem apresentar ligeiro aumento da neoformação óssea no início 
do processo de reparo com marcado decréscimo nas fases subseqüentes 
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(Shimizu et al, 1998). Redução significativa na espessura da mandíbula após 
exodontia dos molares superiores foi observada em ratas OVX (Elovic et al, 1994), 
assim como diminuição da espessura e dureza do osso alveolar (Tanaka et al, 
2001). 
 
2.5. Densitometria radiográfica 
A densitometria radiográfica tem sido utilizada na análise do reparo 
alveolar após exodontia e na quantificação de perdas ósseas em cristas alveolares 
(Ortman et al, 1985), quer em pesquisa experimental ou clínica (Carvalho et al, 
1980). Esta técnica permite o reconhecimento e a quantificação de variações que 
não seriam identificadas apenas pela inspeção visual das imagens (Victor et al, 
1975; Payot et al, 1987). Fatores como o tempo de exposição, processamento e 
revelação dos filmes, bem como a instabilidade da inspeção visual, contribuem 
para a variabilidade nos resultados de densitometria radiográfica. O uso de 
penetrômetro metálico (degrau ou “step” de alumínio) reduz a influência destes 
fatores de variabilidade (Smith, 1974; Duinkerke et al, 1978; Ortman et al, 1985; 
Bodner et al, 1993a; Bodner et al, 1993b). 
Densitometria radiográfica também pode ser utilizada para avaliar o 
reparo ósseo alveolar após a remoção dental (Guglielmotti and Cabrini, 1985; 
Bodner et al, 1993a; Bodner et al, 1993b; Bragger et al, 1994). Aumento do 
volume total (Guglielmotti and Cabrini, 1985) e da densidade do osso alveolar 
(Bragger et al, 1994) ocorrem entre o primeiro e o sexto mês. O aumento da 
densidade óptica das áreas apical (Guglielmotti and Cabrini, 1985) e da crista 
(Bodner et al, 1993a; Bodner et al, 1993b) é observado a partir do sétimo dia, 
enquanto a densidade máxima na região apical é observada no 28º dia, embora a 
densidade da crista alveolar aumente com maior lentidão (Bodner et al, 1993a; 
Bodner et al, 1993b). Há, entretanto, evidências de que a neoformação óssea 
máxima pode ocorrer antes, por volta dos 14 dias (Guglielmotti and Cabrini, 1985). 
A maior intensidade de reabsorção parece ocorrer sete dias pós-extração e a 
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altura da crista lingual diminui até o 14º dia pós-extração, aumentando 
progressivamente até o 60º dia (Guglielmotti and Cabrini, 1985). 
Parece não haver diferença significativa na análise densitométrica 
radiográfica de pacientes sadios e osteoporóticos (Mohajery and Brooks, 1992). 
Entretanto, há pesquisas demonstrando a correlação entre a presença de 
osteoporose sistêmica e o aumento da reabsorção do osso alveolar após extração 
dos elementos dentais (Kribbs et al, 1983; von Wowern and Kollerup, 1992; 
Tanaka et al, 2000; Shirai et al, 2002; Tanaka et al, 2003). 
 
2.6. Histomorfometria e estereometria 
A maioria dos estudos realizados para avaliar a dinâmica do tecido 
ósseo da região bucal é baseada em análises da densidade mineral óssea. 
Entretanto, métodos baseados em medidas densitométricas provêem somente 
informações limitadas sobre o padrão de remodelação óssea. Portanto, para 
investigar a qualidade ou atividade de remodelação é indispensável a utilização de 
métodos quantitativos como a análise histomorfométrica (Shirai et al, 2002). 
A OVX parece causar elevação no número de osteoclastos e a 
administração de anticorpos anti-IL-1 em animais OVX foi capaz minimizar estes 
efeitos e causar diminuição no número e atividade de osteoclastos (Yamashiro 
and Takano-Yamamoto, 2001). Além disto, análises histomorfométrica e 
estereométrica realizadas em septos inter-radiculares do 1º molar inferior de ratos, 
após indução da deficiência de estrógeno, mostraram que animais OVX 
apresentam menor quantidade e volume das trabéculas ósseas, maior índice de 
separação entre trabéculas neoformadas, aumento nas taxas de neoformação e 
reabsorção e maior número de osteoclastos circunscrevendo a superfície óssea 
quando comparados aos do grupo controle (Tanaka et al, 2002; Tanaka et al, 
2003). Entretanto, aumento na espessura do osso trabecular e no volume da 
cortical, aumento da atividade osteoblástica, da porcentagem da superfície coberta 
por osteóide e da taxa de neoformação óssea também já foram observadas 
(Shaughnessy et al, 2002). 
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A OVX também parece influenciar a taxa de movimentação dental e o 
metabolismo do osso alveolar em animais. Análise histomorfométrica demonstrou 
que este procedimento causa aceleração no processo de movimentação, aumento 
na superfície recoberta por osteoblastos e osteoclastos e aumento do número de 
osteoclastos (Yamashiro and Takano-Yamamoto, 2001), indicando marcada perda 





O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ausência de estrógeno 
sobre o processo de reparo ósseo alveolar após exodontia dos primeiros molares 
inferiores de ratas ooforectomizadas através de: 
 
1-  Determinação das características morfológicas do processo de 
reparo alveolar após extração dentária em ratas controle e OVX. 
 
2-  Comparação densitométrica radiográfica do reparo ósseo alveolar 
após extração dentária em ratas controle e OVX. 
 
3-  Comparação estereométrica de vasos sangüíneos, fibroblastos, 
fibras colágenas e tecido ósseo durante o processo de reparo ósseo alveolar em 
ratas controle e OVX. 
 
4-  Comparação histomorfométrica de vasos sangüíneos e tecido ósseo 
durante o processo de reparo ósseo alveolar em ratas controle e OVX 
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4. Material e Métodos 
 
4.1. Delineamento do experimento e manuseio geral dos animais 
 Para realização do experimento foram utilizadas 30 ratas (Rattus 
norvegicus albinus, Wistar) com quatro a seis semanas de idade e média de peso 
de 127,81 ± 22,76 gramas. Grupos de cinco animais foram acomodados em 
gaiolas de polipropileno e receberam ração granulada e água ad libitum, sendo 
pesados semanalmente e antes de cada procedimento cirúrgico. 
Os animais foram divididos aleatoriamente em grupo controle ou 
pseudo-ooforectomizado (grupo CONT, 15 ratos) e grupo ooforectomizado (grupo 
OVX, 15 ratos), sendo os mesmos divididos em subgrupos de cinco ratas cada, 
para os períodos de sacrifício pós-exodontia de 3, 5 e 7 dias. 
 
4.2. Ooforectomia 
 Previamente à cirurgia, os animais foram pesados para adequação 
das dosagens de pré-anestésico e anestésico. Para a pré-anestesia, utilizou-se 
cloridrato de tiazina a 2% (Rompun - Bayer, Brasil, 5mg/kg, no músculo bíceps 
femural da pata traseira direita). Após a constatação do início do relaxamento 
muscular e ligeira sedação, os animais foram anestesiados com cloridrato de 
ketamina 10% (Dopalen - Agribands, Brasil, 10mg/kg, no músculo bíceps femural 
da pata traseira direita). Os animais foram posicionados lateralmente para a 
localização do ovário, o qual está situado a 1cm de distância da coluna vertebral e 
a 1cm abaixo da última costela. Foram realizadas tricotomia manual (figura 1A) e 
anti-sepsia com gaze embebida em solução de iodo povidine na região a ser 
operada, seguindo-se incisão de 1 cm, paralelamente ao longo eixo do animal 
(figura 1B). Divulsão dos planos adiposo e muscular subjacentes foi efetuada até a 
exposição do ovário. A ligadura foi realizada utilizando-se fio agulhado de nylon 
5,0 (Mononylon® 5,0, Ethicon, Brasil) (figura 1C) seguindo-se a remoção do ovário 
. O material removido foi fixado em formol tamponado a 10% (Merc®, Brasil) e 
processado histologicamente para confirmação da remoção dos órgãos. Os 
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tecidos foram reposicionados e a sutura em planos feita com fio agulhado de nylon 
5,0 para o plano muscular e 4,0 para a pele (figura 1D). Procedimento semelhante 
foi realizado no lado oposto do animal no mesmo tempo cirúrgico. Os animais do 
grupo controle passaram pelos mesmos procedimentos citados, com exceção da 
remoção dos ovários. Após a cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas 
























Figura 1: Seqüência cirúrgica da ooforectomização: tricotomia (A), incisão (B), 





4.3. Extração dental 
Os animais foram pesados semanalmente e, após três semanas da 
ooforectomização, realizou-se a extração dental. A anestesia foi feita seguindo-se 
o protocolo descrito anteriormente. Os animais foram posicionados em aparato 
construído especificamente para este fim (Doku et al, 1966) (figura 2A) e gaze 
embebida em solução fisiológica estéril foi colocada sobre os olhos dos mesmos, 
a fim de evitar o ressecamento e opacificação das córneas. O tempo médio para 
realização da cirurgia foi de 20 minutos. A sindesmotomia da gengiva ao redor do 
primeiro molar inferior direito foi realizada com hollemback 3ss (figura 2B) e o 
dente seccionado no sentido vestíbulo-lingual com auxílio de broca esférica 
carbide 1/4 em turbina de alta rotação (figuras 2C e 2D). Irrigação constante com 
soro fisiológico estéril foi mantida com os objetivos de manter a região operada 
limpa e evitar superaquecimento dos tecidos. Realizou-se a avulsão das raízes 
(figura 2E) com o auxílio de micro-cinzel cirúrgico biangulado com ponta ativa de 
2mm de espessura e pinça Kelly curva adaptada como fórceps. Sutura foi 
realizada com fio de nylon monofilamentar 5.0 agulhado (figura 2F) e pinça Kelly 
reta adaptada como porta-agulha. O lado esquerdo da mandíbula passou por 
procedimentos similares no mesmo tempo cirúrgico. Durante o procedimento, foi 
removido o excesso de sangue e debris da cavidade bucal do rato. Os animais 
foram mantidos em gaiolas individuais após a cirurgia até a recuperação total da 
anestesia e receberam água ad libitum e ração moída durante dois dias para 



































Figura 2: Exodontia: animal posicionado na mesa cirúrgica utilizada para as 
extrações dentárias (A), sindesmotomia da gengiva ao redor do primeiro molar 
inferior direito (B), turbina de alta rotação posicionada para efetuar 
odontossecção (C), dente seccionado no sentido vestíbulo-lingual (D), vista do 
alvéolo após remoção das porções mesial e distal do dente (E) e sutura por 






4.4. Sacrifício dos animais 
O experimento foi submetido ao comitê de ética para experimentação 
em animais do Instituto de Biologia da UNICAMP e aprovado antes do início dos 
experimentos (protocolo 344-2). Todas as medidas possíveis foram tomadas para 
evitar sofrimento desnecessário dos animais e reduzir as perdas durante o trans e 
pós-operatório. O sacrifício dos animais foi realizado por deslocamento cervical e 
ocorreu aos 3, 5, e 7 dias após as exodontias, para os 05 ratos de cada grupo 
experimental. 
 
4.5. Comprovação da ooforectomia 
A comprovação da eficácia do procedimento de OVX foi realizada por 
meio de procedimentos macroscópicos, microscópicos e radiográficos. 
 
4.5.a. avaliação visual dos úteros 
Após o sacrifício, a abertura do abdômen de cada animal foi realizada 
para a observação macroscópica da atrofia dos cornos uterinos após 
procedimento de ooforectomização. A avaliação foi feita comparando-se os úteros 
dos animais OVX com os do grupo CONT. 
 
4.5.b. avaliação microscópica dos ovários 
Os ovários removidos de cada animal foram fixados em formol 
tamponado a 10% por 24 horas, em embalagens individuais identificadas. O 
material foi incluído em parafina, cortado com 5µm de espessura, corado com 
hematoxilina e eosina (H&E) de acordo com as normas da AFIP (Armed Forces 
Institute of Pathology) para posterior análise em microscopia óptica para confirmar 
a remoção dos órgãos. 
 
4.5.c. avaliação densitométrica das tíbias 
Após o sacrifício, a tíbia esquerda de cada animal foi removida, 
dissecada, fixada em formol tamponado a 10% por 24 horas e radiografada em 
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filme oclusal (Insight Kodak, EUA) identificado. Foi utilizado aparelho radiográfico 
periapical (RX 6010, Gnatus, Brasil), com padrão de 65KVA, tempo de exposição 
de 0,5 segundo e 21cm de distância foco-filme em posicionador especialmente 
confeccionado para este fim. Penetrômetro de alumínio com degraus de 1mm de 
espessura, cobrindo a borda esquerda da radiografia, também foi utilizado. Um 
degrau com densidade óptica similar à da área de estudo foi marcado e utilizado 
como medida padrão durante as leituras. As radiografias foram reveladas em 
processadora automática (Level 360, J Morita, Japão) utilizando soluções 
fixadora e reveladora recém-preparadas e testadas. Cada radiografia foi 
identificada de acordo com o grupo e numeração do animal e mantida em 
envelopes individuais. As radiografias foram digitalizadas em scanner (GS 700, 
Bio-Rad – Hercules, EUA) e analisadas pelo respectivo programa de computador 
(Molecular Analyst 1,5, Bio-Rad – Hercules, EUA). A densitometria radiográfica 
foi realizada em área de tamanho padronizado (1,806 mm2) na metáfise proximal 
da tíbia (figura 3). A mesma área foi aplicada sobre o degrau marcado. Para os 
cálculos estatísticos foi utilizado o valor da razão obtida através da divisão da 
densidade óptica média da área selecionada na metáfise proximal da tíbia pela 
densidade óptica média da área similar do padrão, eliminando ou reduzindo ao 
máximo as variações radiográficas causadas por fatores independentes à 
reparação óssea. Os dados obtidos nas leituras foram exportados para o 



























4.5.d. avaliação estereométrica de tecido ósseo trabecular das 
tíbias 
A avaliação estereométrica de tecido ósseo trabecular foi realizada em 
cortes de 5µm de espessura das tíbias esquerdas corados com H&E. A 
quantificação foi realizada com ocular kpl 10x com retículo de integração II Zeiss 
de 100 pontos de intersecção, objetiva de 10x e programa de análise 
computadorizada de imagens (KS 400® Karl Zeiss, Alemanha). Foram contados 
100 pontos sobre as estruturas histológicas de cada um dos três campos do corte, 





Figura 4: Esquema da tíbia removida durante o sacrifício dos animais, mostrando 
os três campos usados para a avaliação estereométrica de tecido ósseo 
trabecular: 1: medial, 2: central e 3: lateral. 
 
 
4.6. Avaliação macroscópica das hemi-mandíbulas 
Após o sacrifício, as hemi-mandíbulas dos 30 animais foram removidas, 
separadas, fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas, sendo então 
estocadas em embalagens individuais identificadas. Foram então avaliadas em 
lupa estereoscópica (SV 11®, Zeiss, Alemanha) sob iluminação direta para 
determinação da cobertura epitelial, de acordo com escala visual de 0 a 2, sendo: 
 
0 - ausência total de epitélio recobrindo a loja cirúrgica 
1 - epitélio recobrindo parcialmente a loja cirúrgica 
2 - epitélio recobrindo totalmente a loja cirúrgica 
 
4.7. Densitometria radiográfica dos alvéolos dentais 
Densitometria da área do alvéolo dental foi determinada a partir de 
radiografias realizadas com filme periapical (Insight Kodak, EUA) identificado, 
após a fixação com formol tamponado a 10% e remoção do excesso de tecido 





Brasil) em padrão de 65KVA, tempo de exposição de 0,5 segundo e 21cm de 
distância foco-filme em posicionador especialmente construído para esta 
finalidade. As hemi-mandíbulas foram colocadas com a face vestibular sobre o 
filme periapical, como em posição para radiografia lateral de mandíbula. Foi 
também utilizado penetrômetro de alumínio com degraus de 1mm de espessura, 
posicionado no suporte e cobrindo a borda direita da radiografia. Degrau com 
densidade óptica semelhante à da área do alvéolo dental foi marcado e utilizado 
como padrão durante as leituras. As radiografias foram reveladas em 
processadora automática (Level 360, J Morita, Japão) utilizando soluções 
fixadora e reveladora recém preparadas e testadas. Cada radiografia foi 
identificada de acordo com a numeração do animal e mantida em envelopes 
individuais. As radiografias foram digitalizadas em scanner (GS 700, Bio-Rad, 
EUA) e analisadas pelo respectivo programa de computador (Molecular Analyst 
1,5, Bio-Rad, EUA). Todas as etapas de obtenção e equalização da imagem 
foram padronizadas após testes e o protocolo seguido para todas as leituras. O 
tamanho da área analisada também foi padronizado de modo que pudesse ser 
facilmente reproduzido. A área que melhor correspondeu ao alvéolo foi um 
quadrado de 8,157 mm2, que era posicionado sobre a imagem tomando como 
referência a face mesial do segundo molar inferior e a lâmina dura superior do 
alvéolo do incisivo inferior, abrangendo todo o alvéolo do primeiro molar inferior do 
rato. O mesmo quadrado era replicado sobre o degrau marcado, oferecendo uma 
medida padrão para cada radiografia. Os cálculos estatísticos utilizaram os valores 
da razão obtida através da divisão da densidade óptica média da área do alvéolo 
pela densidade óptica média do padrão, eliminando ou reduzindo ao mínimo as 
variações radiográficas. Os dados obtidos nas leituras foram exportados para o 
programa EPI-INFO para análise estatística. 
 
4.8. Processamento das mandíbulas 
Depois de fixadas em formol e tendo todo o tecido mole, exceto a 
gengiva, removido, as hemi-mandíbulas foram descalcificadas em solução 4,13% 
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p/v de ácido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A. Invitrogen®, E.U.A), pH 8,0, em 
temperatura ambiente e sob agitação constante por cerca de 07 a 10 dias. 
Realizou-se a secção prévia das hemi-mandíbulas com disco de carburundum a 
2,0mm da face distal do 2º molar. A inclusão foi realizada em posição para cortes 
vestibulo-linguais (transversais). O material foi incluído em parafina, cortado com 5
µm de espessura, de forma semi-seriada, até o término do alvéolo mesial do 
primeiro molar inferior. Os cortes foram corados em H&E de acordo com as 
normas da AFIP (Armed Forces Institute of Pathology) para posterior análise.  
 
4.9. Ánálises histomorfométrica e estereométrica  
A determinação da densidade volumétrica de fibroblastos (identificados 
como células fusiformes ou estreladas, com núcleo ovóide ou alongado) e de 
fibras colágenas, bem como da área ocupada por osso neoformado, espaços 
medulares, vasos sangüíneos, raízes residuais e espaços vazios foi realizada em 
cortes dos alvéolos dentários mesiais dos 1os molares inferiores. A quantificação 
foi realizada com ocular kpl 10x com retículo de integração II Zeiss de 100 pontos 
de intersecção, objetiva de 40x e programa de análise computadorizada de 
imagens (KS 400® Karl Zeiss, Alemanha). Foram contados 100 pontos sobre as 
estruturas histológicas de cada um dos sete campos do corte central de cada 
alvéolo, perfazendo 700 pontos por alvéolo (Figura 5). 
A determinação da densidade volumétrica das estruturas em análise foi 
baseada no princípio fundamental da estereologia estabelecido por DELESSE em 
1847 (Royet, 1991). O volume relativo em percentagem foi calculado através da 
formula Ppi = Pi/P, onde: 
 
 Ppi = densidade de volume das estruturas da área, 
 Pi = soma do número de pontos coincidentes sobre cada estrutura, 
 P = número total de pontos do retículo, multiplicando-se pelo número 
de campos examinados. 
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Também foi determinada a extensão da cobertura epitelial sobre o local 
da extração e a distância entre as cristas alveolares, em µm. A medida linear entre 
a distância das duas cristas alveolares foi determinada e a cobertura epitelial 
obtida subtraindo-se o valor da distância entre as cristas pela somatória das 
medidas lineares recobertas por epitélio em ambas extremidades do alvéolo. 
 
 
Figura 5: Esquema do alvéolo dental do primeiro molar de rato, mostrando os 
campos usados para estereometria e histomorfometria. Resumidamente: apical, 
lingual–médio, médio, vestibular–médio, lingual–cervical, cervical, vestibular–
cervical. 
 
4.10. Análise estatística 
Os dados obtidos nas leituras foram digitados em banco de dados 
construído com o programa EPI-INFO para análise estatística. De acordo com o 
tipo de cada variável, dos objetivos do estudo de cada uma delas e do estudo de 
suposições, os resultados foram analisados por meio dos testes t de Student ou 




5.1. Técnicas cirúrgicas e manejo geral dos animais 
As técnicas cirúrgicas utilizadas para ooforectomização e exodontia 
foram de fácil realização e transcorreram sem maiores problemas. Problemas 
durante a realização da pré-anestesia e anestesia foram as maiores causas de 
perdas de animais durante o experimento, possivelmente devido às temperaturas 
elevadas na sala cirúrgica. Apesar disto, o número de perdas não foi alto.  
 
5.2. Peso dos animais 
A tabela 1 indica a evolução dos pesos dos animais e a influência da 
ooforectomização no metabolismo geral dos mesmos. Os dados obtidos foram 
tabelados considerando-se o término de cada subgrupo experimental. 
Os animais submetidos à OVX tiveram maior ganho de peso ao longo 
do experimento quando comparados aos animais do grupo controle. O ganho de 
peso dos animais ooforectomizados iniciou-se no 7o dia após a OVX, com 
diferença estatística significativa em relação ao grupo controle a partir do 14o dia 
(Teste t, p= 0,00). Esta diferença permaneceu evidente durante a exodontia - Dia 
21 (Teste t, p= 0,00) e no sacrifício do primeiro grupo experimental - Dia 24 (Teste 
t, p= 0,00). No 26o dia, houve perda de significância estatística entre as médias 
dos pesos dos animais CONT e OVX (Teste t, p= 0,62), sendo que esta voltou a 
ser significante no sacrifício do último subgrupo experimental - Dia 28 (Teste t, p= 
0,00). 
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Tabela 1: Médias e desvio padrão dos pesos dos animais utilizados durante o 
experimento, em gramas, conforme o grupo (controle e OVX), a partir da semana 
da realização da ooforectomia (Dia 0) até o sacrifício correspondente a cada 
subgrupo (Dias 24, 26 e 28). A segunda e a terceira pesagens correspondem ao 
acompanhamento semanal. A quarta pesagem (Dia 21), corresponde à exodontia. 
Dia CONT (Média±DP) OVX (Média±DP) Teste t 
0 123,83 ± 22,84 130,94 ± 22,59 0,23 
7 140,21 ± 18,20 153,07 ± 22,88 0,02 
14 162,67 ± 17,67 180,57 ± 20,84 0,00 
21 180,51 ± 19,80 204,37 ± 20,90 0,00 
24 168,55 ± 7,73 206,05 ± 17,46 0,00 
26 179,85 ± 18,68 183,64 ± 15,17 0,62 
28 172,67 ± 16,85 206,59 ± 13,09 0,00 
CONT: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado; Média±DP: média ± desvio 
padrão. 
 
A maior diferença de peso entre os grupos ocorreu no dia 24, mesmo 
período em estavam sendo realizados os sacrifícios dos primeiros grupos 
experimentais. Após as extrações, os animais do grupo controle apresentaram 
ganho de peso menor, quando comparados a períodos anteriores. 
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Figura 6: Gráfico com as médias ± DP dos pesos durante o experimento. O 
período zero indica o início do experimento, quando os animais foram submetidos 
à pseudo-ooforectomização ou ooforectomização, enquanto 21 dias corresponde à 




5.3. Comprovação do ooforectomia 
5.3.a. avaliação visual dos úteros 
Após o sacrifício, a abertura do abdômen de cada animal possibilitou 
avaliação macroscópica visual dos úteros. Foi observada atrofia dos cornos 
uterinos em todos os animais do grupo ooforectomizado. Em contrapartida, análise 
similar nos animais controle revelou que os cornos uterinos encontravam-se 






















Figura 7: Avaliação macroscópica dos cornos uterinos. Visualização de nítida 
atrofia no animal OVX (ooforectomizados) e ausência desta no CONT (controle). 
 
 
5.3.b. avaliação microscópica dos ovários 
Os cortes histológicos dos ovários removidos durante a 
ooforectomização permitiram confirmar a eficácia da técnica cirúrgica de 
localização dos mesmos. Além dos ovários, observou-se parte dos cornos uterinos 
removidos durante o procedimento. 
 
5.3.c. avaliação densitométrica das tíbias 
A densitometria óptica radiográfica das tíbias mostrou que a média das 
leituras nos animais ooforectomizados (1,246 ± 0,038) foi maior que a média do 
grupo controle (1,197 ± 0,052), indicando menor quantidade de tecido ósseo 
trabecular no grupo OVX (teste t, p= 0,00), o que sugere a eficácia do 






5.3.d. avaliação estereométrica do tecido ósseo trabecular das 
tíbias 
A média da densidade volumétrica de tecido ósseo trabecular foi 
significativamente menor (teste t, p= 0,00) no grupo ooforectomizado (71,0 ± 13,8) 
do que no grupo controle (116,3 ± 18,7). 
 
5.4. Avaliação macroscópica das hemi-mandíbulas 
A maioria dos animais, independente do período de sacrifício ou do 
grupo estudado, apresentou recobrimento parcial da loja cirúrgica por tecido 
epitelial como mostra a tabela 2. Apenas uma hemi-mandíbula do período de três 
dias do grupo controle apresentou ausência total de recobrimento epitelial. 
 
Tabela 2: Avaliação da cobertura epitelial por meio de lupa esteroscópica nos 






parte de loja 
cirúrgica 
Epitélio 
recobrindo toda a 
loja cirúrgica 
Período    
3 dias 1 14 5 
5 dias 0 18 2 
7 dias 0 14 6 
Grupo    
CONT 1 23 6 
OVX 0 23 7 
CONT: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado 
 
5.5. Densitometria radiográfica dos alvéolos dentais 
Os valores da densitometria radiográfica mostraram comportamento 
irregular quando correlacionados com o período e grupo estudado (tabela 3). No 
grupo controle, observou-se diminuição no valor das leituras do 3o para o 5o dia 
pós-exodontia, indicando neoformação óssea. Entretanto, do 5o para o 7o dia foi 
observado aumento no valor das leituras. Nos animais OVX, o valor das leituras 
diminuiu progressivamente com o passar do tempo. 
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 Padrão irregular de distribuição dos dados também foi observado 
quando a razão da densidade óptica dos grupos foi comparada entre si. No 
período de três dias, a média dos valores das leituras dos animais controle foi 
significativamente menor do que a encontrada para o grupo OVX, indicando maior 
quantidade de tecido osteóide. Esta tendência manteve-se até o quinto dia pós-
exodontia, apesar de ser observada diferença estatística significante neste 
período. No período de 7 dias, os animais OVX apresentaram média das leituras 
menores, apesar da ausência de significância (tabela 3). 
 
Tabela 3: Razão da densidade óptica em relação ao tempo de cicatrização 
alveolar e ao grupo estudado. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de 
Kruskal-Wallis – K-W (n = 60 radiografias, 10 para cada tempo em cada grupo). 
 CONT OVX Total  
Período Média ± DP Média ± DP Média ± DP K-W (p) 
3 dias 2,115 ± 0,165 2,279 ± 0,065 2,197 ± 0,148 0,01 
5 dias 2,013 ± 0,159 2,101 ± 0,231 2,057 ± 0,198 0,71 
7 dias 2,193 ± 0,139 1,970 ± 0,366 2,081 ± 0,293 0,26 
K-W (p) 0,06 0,06 0,05  
DP: desvio padrão; CONT: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado 
 
 
5.6. Ánálises histomorfométrica e estereométrica 
 
5.6.a. distância entre as cristas alveolares e cobertura epitelial 
 As médias dos valores referentes à distância entre as cristas 
alveolares, em µm, obtidos com auxílio de microscopia óptica em sistema 
computadorizado, em cortes corados por H&E, não mostraram diferenças 
estatisticamente significativas (Kruskal-Wallis p=0,51) entre os valores para o 
grupo CONT (1141,974 ± 232,365) e OVX (1211,949 ± 318,711).  
 O mesmo ocorreu com as médias dos valores correspondentes à 
cobertura epitelial, em µm, dos alvéolos dentais (Kruskal-Wallis p=0,42) entre os 
grupos ooforectomizado (1214,269 ± 319,001) e controle (1135,410 ± 235,562). 
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5.6.b. densidades volumétricas e áreas 
Em geral, a ausência de estrógeno não afetou significativamente a 
densidade volumétrica de vasos sangüíneos. Aumento na densidade de vasos foi 
observado do terceiro para o quinto dia em ambos os grupos, mas essa diferença 
não foi estatisticamente significante. No grupo controle, a quantidade de vasos 
sangüíneos diminuiu do quinto para o sétimo dia embora, sem significância 
estatística. A área ocupada por vasos mostrou padrão similar ao observado na 
densidade volumétrica. 
A densidade volumétrica de fibroblastos não foi afetada 
significativamente pela ausência de estrógeno. Houve aumento da densidade de 
fibroblastos do terceiro para o quinto dia em ambos os grupos. Redução do quinto 
para o sétimo dia somente foi observada nos animais controle, em geral sem 
significância estatística (tabela 4). 
No geral, a ausência de estrógeno não exerceu alteração significante 
na densidade de colágeno. Nos animais controle, notou-se aumento da densidade 
de colágeno do terceiro para o quinto dia, seguido por redução no sétimo dia pós-
exodontia como visto na tabela 4. Nos animais OVX, houve decréscimo 
progressivo da densidade volumétrica de colágeno todavia, sem significância. 
A densidade volumétrica de tecido ósseo neoformado aumentou 
significativamente do terceiro para o sétimo dia pós-operatório nos grupos 
estudados. No dia 3, notou-se diferença estatística significante na densidade 
volumétrica ocupada por osteóide entre os grupos controle e OVX sendo que os 
animais controle apresentaram maior quantidade de osteóide, como mostra a 
tabela 4. A área ocupada por tecido ósseo aumentou significativamente do terceiro 
para o sétimo dia em ambos os grupos, acompanhando a tendência apresentada 
pela densidade volumétrica, como mostra a tabela 5. Diferença significante 
também foi observada, no terceiro dia pós-exodontia, quando a média dos valores 
das áreas ocupadas por osteóide foram comparadas, sendo que o grupo CONT 
apresentou valores maiores, indicando maior quantidade deste. 
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Tabela 4: Correlação entre a densidade volumétrica de vasos, fibroblastos, 
colágeno, osso neoformado, espaços medulares, raiz, espaços vazios e outros 
(hemácias e células inflamatórias), em %, nos sete campos estudados através de 
microscopia óptica e computador, em cortes corados em H&E, em função do 
tempo e grupo estudado (n= 60 hemi-mandíbulas). Teste de Kruskal-Wallis com 
nível de significância de 1%. Letras maiúsculas são comparações de médias entre 
grupos (A: 3 dias, B: 5 dias e C: 7 dias) e letras minúsculas comparam médias 
entre tempos (a: entre 3 e 5 dias, b: 5 e 7 dias e c: 3 e 7 dias). 
 CONT OVX 
 Média ± DP Média ± DP 
Vasos sangüíneos   
3 dias 5,200 ± 2,658 5,300 ± 2,452 
5 dias 7,100 ± 4,932 6,500 ± 3,866 
7 dias 5,400 ± 4,742 7,800 ± 5,884 
Fibroblastos   
3 dias 8,085 ± 2,502 8,301 ± 3,723 
5 dias 9,743 ± 4,647 10,756 ± 5,765 
7 dias 8,771 ± 3,340 11,086 ± 5,610 
Colágeno   
3 dias 31,343 ± 10,397 35,329 ± 14,331 
5 dias 34,857 ± 12,569 34,300 ± 11,920 
7 dias 29,743 ± 12,269 29,229 ± 13,429 
Osso   
3 dias 6,971 ± 9,049 A, c 0,086 ± 0,272 A, a, c 
5 dias 19,257 ± 16,343 28,114 ± 18,816 a 
7 dias 32,442 ± 18,310 c 31,298 ± 20,023 c 
Espaço medular   
3 dias 0,000 ± 0,000 a, c 0,000 ± 0,000 
5 dias 0,828 ± 1,505 B, a 0,000 ± 0,000 B 
7 dias 1,128 ± 2,332 c 1,871 ± 4,233 
Raiz residual   
3 dias 11,400 ± 13,422 16,272 ± 18,577 
5 dias 9,414 ± 12,483 2,929 ± 6,647 
7 dias 5,343 ± 10,387 9,158 ± 15,186 
Espaço vazio   
3 dias 8,243 ± 4,999 6,270 ± 3,554 a, c 
5 dias 5,657 ± 4,058 B 1,900 ± 2,210 B, a 
7 dias 5,129 ± 5,081 2,700 ± 1,768 c 
Outros   
3 dias 29,042 ± 15,392 a, c 28,315 ± 18,831 c 
5 dias 13,773 ± 6,362 a 15,572 ± 9,574 b 
7 dias 12,471 ± 8,189 c 7,013 ± 6,797 b, c 
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Em relação aos espaços medulares, verificou-se diferença estatística 
significante entre os grupos estudados no 5º dia, período em que o grupo controle 
apresentou maior densidade volumétrica e área de espaços medulares. Além 
disso, os animais controle apresentaram aumento progressivo significante na 
densidade e área ocupada por espaços medulares do 3º para o 7º dia. Em geral, a 
ausência de estrógeno não exerceu influência significativa sobre a densidade 
volumétrica de raízes residuais.  
Houve diferença estatisticamente significante entre as densidades 
volumétricas e áreas ocupadas por espaços vazios entre os grupos estudados no 
5º dia. Os animais controle apresentaram maior quantidade de espaços vazios 
neste período. A densidade volumétrica de hemácias e células inflamatórias 
diminuiu significativamente do 3º para o 7º dia nos grupos controle e 
ooforectomizado. 
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Tabela 5: Correlação entre a área ocupada por vasos sangüíneos, osso 
neoformado, espaços medulares, raiz residual, espaços vazios, em %, nos sete 
campos estudados através de microscopia óptica e computador, em cortes 
corados em H&E, em função do tempo e grupo estudado (n= 60 hemi-
mandíbulas). Teste de Kruskal-Wallis com nível de significância de 1%. Letras 
maiúsculas são comparações de médias entre grupos (A: 3 dias, B: 5 dias e C: 7 
dias) e letras minúsculas comparam médias entre tempos (a: entre 3 e 5 dias, b: 5 
e 7 dias e c: 3 e 7 dias). 
 CONT OVX 
 Média ± DP Média ± DP 
Vasos sangüíneos   
3 dias 399,900 ± 209,337 324,500 ± 164,362 
5 dias 329,000 ± 301,132 423,200 ± 309,913 
7 dias 315,100 ± 202,743 374,600 ± 252,908 
Osso   
3 dias 76591,300 ± 97188,520 A, c 0,000 ± 0,000 A, a, c 
5 dias 214892,000 ± 180149,188 301662,300 ± 218406,320 a 
7 dias 341348,800 ± 195863,873 c 325618,400 ± 227224,945 c 
Espaço medular   
3 dias 0,000 ± 0,000 c 0,000 ± 0,000  
5 dias 9543,389 ± 21476,535 B 0,000 ± 0,000 B 
7 dias 12407,422 ± 27522,826 c 21846,470 ± 48551,741  
Raiz residual   
3 dias 117638,800 ± 141758,227 176281,000 ± 198520,422 
5 dias 96648,900 ± 126014,184 32505,640 ± 76023,783 
7 dias 53849,500 ± 106523,858 94246,900 ± 156389,086 
Espaço vazio   
3 dias 93765,800 ± 61845,949 76933,857 ± 31431,707 a, c 
5 dias 44165,783 ± 33902,527 21275,450 ± 25645,103 a 






A ooforectomização procedeu-se de maneira eficaz, sendo as cirurgias 
rápidas e de fácil realização. O protocolo utilizado neste experimento segue o 
modelo estabelecido para o estudo experimental da osteoporose humana como 
recomendado pela US Food and Drug Administration – FDA, a qual afirma que o 
modelo de ooforectomização em ratos jovens (2-3 meses de idade) e adultos (6-
12 meses de idade) simula a perda óssea trabecular pós-menopausa (Miller and 
Wronski, 1993; Thompson et al, 1995; Ishihara et al, 1999; Shimizu et al, 2000; 
Tzaphlidou and Kafantari, 2000; Kafantari et al, 2000; Tanaka et al, 2001; 
Namkung-Matthai et al, 2001; Ainslie et al, 2001; Bauss et al, 2002). 
Na literatura indexada, há apenas um trabalho semelhante baseado em 
técnicas de odontossecção, também realizado por este grupo de pesquisa (Silva 
et al, 2001). A extração de molares ao invés de incisivos conferiu melhor qualidade 
de vida pós-operatória aos animais (Guglielmotti and Cabrini, 1985). 
Os animais submetidos à ooforectomização mostraram aumento 
significativo do peso corporal. Pesquisas anteriores já haviam relacionado 
aumento de peso e OVX (Baskin et al, 1995; Chu et al, 1999; Westerlind et al, 
2000; Davidge et al, 2001; Kimura et al, 2002; Sibonga et al, 2003; Lotinun et al, 
2003) sem, entretanto, esclarecer completamente o mecanismo fisiopatológico 
exato. O estrógeno desempenha um potente efeito inibitório na alimentação, 
causando redução no tamanho das refeições. Estrógeno, em conjunto com 
progesterona, é capaz de controlar a produção e armazenamento de lipídios 
(Schwartz and Wade, 1981; Chen and Heiman, 2001). Além disso, estes 
esteróides sexuais também são responsáveis pela síntese e secreção de 
neuropeptídeos e neurotransmissores no hipotálamo relacionados com o consumo 
de alimentos (Meczekalski et al, 2001). Receptores citoplasmáticos de alta 
afinidade para estrógeno e progesterona foram encontrados no tecido adiposo de 
ratos sugerindo ação efetiva destes hormônios nos tecidos metabólicos periféricos 
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(Schwartz and Wade, 1981). A ooforectomização leva a um aumento do tamanho 
das refeições, da quantidade diária de alimento ingerida além de estar associada 
ao decréscimo da atividade metabólica e locomotora (Eckel et al, 2002). A leptina, 
um hormônio sintetizado e secretado predominantemente pelo tecido adiposo, é 
responsável pelo controle da quantidade de alimento ingerido e pela homeostase 
energética (Fox et al, 2000; Chen and Heiman, 2001), sendo sua secreção 
modulada pelos hormônios ovarianos (Pelleymounter et al, 1999). A capacidade 
de causar a redução do tamanho das refeições conferida pelo estrógeno parece 
ser mediada através da potencialização dos sinais de saciedade conferidos pela 
colecistoquinina, um peptídeo secretado pelo intestino delgado durante as 
refeições (Eckel et al, 2002; Cannon and Palmiter, 2003), o que também pode 
ocorrer com a supressão da expressão do neuropeptídeo-Y ou galanina no 
hipotálamo (Bray, 1997; Meczekalski et al, 2001). A ooforectomia aumenta 
significativamente a expressão hipotalâmica de mRNA do neuropeptídeo Y que 
parece ser importante na indução de hiperfagia (Shimizu et al, 1996) e acúmulo 
excessivo de tecido adiposo (Ainslie et al, 2001) associadas à deficiência de 
estrógeno. 
Durante avaliação macroscópica dos úteros, no momento do sacrifício, 
pode-se observar atrofia dos cornos uterinos em todos os animais 
ooforectomizados, sugerindo que o procedimento cirúrgico utilizado para remoção 
dos ovários foi eficiente. Achados similares de atrofia uterina e diminuição do peso 
deste órgão após ooforectomização foram relatados por diversos autores (Tanaka 
et al, 1998; Westerlind et al, 2000; Namkung-Matthai et al, 2001; Kawamori et al, 
2001; Sibonga et al, 2003; Li and Yu, 2003). Além disso, redução na altura da 
monocamada de células epiteliais adjacentes à cavidade uterina em ratas OVX 
também já foi observada (Lotinun et al, 2003). 
Dados referentes à densidade óptica e densidade volumétrica de tecido 
ósseo na metáfise proximal da tíbia, demonstraram diminuição significativa na 
quantidade de tecido ósseo trabecular no grupo OVX, indicando que a 
ooforectomização de ratas pode ser utilizada como modelo experimental da perda 
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óssea observada em mulheres no período pós-menopausa, em concordância com 
a literatura (Elovic et al, 1994; Ammann et al, 1997; Cenci et al, 2000a; Cenci et al, 
2000b; Namkung-Matthai et al, 2001; Chen et al, 2001; Bauss et al, 2002; Kawane 
et al, 2002; Sibonga et al, 2003). O mecanismo pelo qual a deficiência de 
estrógeno resulta em perda óssea permanece incerto (Kalu et al, 1989; Yamashiro 
and Takano-Yamamoto, 2001; Lotinun et al, 2003). Entretanto, há relatos de que a 
deficiência deste hormônio esteja associada a um aumento do turnover ósseo 
resultando em desequilíbrio entre formação e reabsorção ósseas, em favor desta 
última (Erben et al, 1992; Ammann et al, 1997; Chapurlat et al, 2001; Bauss et al, 
2002). Embora o turnover seja aumentado na maioria dos ossos após depleção de 
estrógeno, a perda óssea é mais evidente em alguns ossos, tendo relação com a 
carga mecânica de suporte (Chen et al, 2001). Isso explicaria o fato das metáfises 
proximal da tíbia e distal do fêmur serem mais sensíveis à perda óssea que outros 
locais do esqueleto do animal (Chen et al, 2001). O tempo necessário para a 
detecção da perda óssea em mulheres ooforectomizadas é de cerca de um ano 
(Bauss et al, 2002). Em ratos submetidos à OVX, mudanças similares ocorrem em 
prazos muito mais curtos, podendo já haver osteopenia duas semanas após 
ooforectomização (Wronski et al, 1988). 
Os valores obtidos através da densitometria radiográfica dos alvéolos 
dentais, correlacionados com período de sacrifício e grupo de estudo, mostraram 
comportamento irregular. Nos animais do grupo controle, apesar da diferença não 
ser estatisticamente significante, foi observada diminuição nos valores das leituras 
do terceiro para o quinto dia pós-exodontia, indicando aumento da densidade 
óssea e conseqüente neoformação. Estes dados estão em concordância com 
diversos trabalhos presentes na literatura, os quais relatam início da formação 
óssea a partir do quarto e quinto dias após a remoção dental (Hsieh et al, 1994; 
Lin et al, 1994; Shimizu et al, 1998; Devlin, 2000). Todavia, outros trabalhos 
relatam encontrar indícios de tecido ósseo neoformado apenas 7 dias após a 
exodontia (Smith, 1974; Guglielmotti and Cabrini, 1985; Bodner et al, 1993a; 
Bodner et al, 1993b; Devlin et al, 1996; Carvalho et al, 1997a; Carvalho et al, 
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1997b; Shimizu et al, 2000; Tanaka et al, 2001). Houve decréscimo da densidade 
óssea do quinto para o sétimo dia pós-extração, apesar de diferença estatística 
significante não ter sido notada. Apesar da existência histológica de trabéculas 
ósseas neste período, estas não sejam maduras o suficiente para determinar 
diminuição considerável da densidade óptica (Carvalho et al, 1980). Além disso, 
por volta do sétimo pós-exodontia, as cristas alveolares estão sendo 
extensivamente reabsorvidas, o que justificaria a diminuição da densidade óssea 
observada no período em questão (Salomao et al, 1974; Guglielmotti and Cabrini, 
1985; Devlin et al, 1996; Shimizu et al, 1998). Nos animais OVX notou-se padrão 
diferenciado. O valor das leituras diminuiu progressivamente com o tempo 
indicando aumento da densidade óssea embora, diferença estatística significante 
não tenha sido observada. A OVX é capaz de estimular a reabsorção óssea na 
cortical vestibular e a neoformação na cortical palatina, fato este que poderia 
influenciar os resultados obtidos na análise densitométrica (Hsieh et al, 1995). 
Adicionalmente, a mandíbula do rato é composta de, aproximadamente, 10% de 
osso trabecular e 90% de osso cortical fazendo que a espessura do componente 
cortical possa obscurecer as mudanças na contraparte trabecular (Tanaka et al, 
1998). Método densitométrico similar ao deste estudo foi utilizado para detectar 
alterações na densidade óssea da mandíbula de pacientes com osteoporose pós-
menopausa e diferenças estatísticas significantes não puderam ser encontradas 
entre as radiografias dos grupos controle e osteoporótico, sugerindo que estas 
pacientes não podem ser diferenciadas daquelas livres desta desordem 
metabólica exclusivamente com base em radiografias intrabucais (Mohajery and 
Brooks, 1992). 
A densidade volumétrica de vasos sangüíneos não foi alterada nos 
animais ooforectomizados, embora existam relatos na literatura de diminuição na 
quantidade de capilares neoformados em animais OVX submetidos à extração 
dental (Salomao et al, 1974). Outros trabalhos também relatam redução da 
contagem de vasos no trato urinário inferior de ratas OVX (Endo et al, 2000; Rizk 
et al, 2003; Rocha et al, 2003) e . O estrógeno parece ter importante participação 
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no processo de neoformação vascular por ser capaz de estimular a expressão do 
fator de crescimento endotelial vascular (VEG) in vivo, em útero de ratos. A 
ooforectomia causa marcado decréscimo nos níveis de mRNA e na expressão da 
proteína deste fator de crescimento (Albrecht et al, 2003). Nos animais controle, 
houve aumento da quantidade de vasos sangüíneos do terceiro para o quinto dia, 
embora diferença significativa não tenha sido observada. Outros trabalhos 
também relataram aumento da vascularização no mesmo período (Shimada, 1989; 
McMillan, 1999), embora também haja relatos de aumento da presença de 
capilares neoformados somente entre o 7º e 12º dias pós-extração (Carvalho et al, 
1980; Teofilo et al, 2001; Brandao et al, 2002; Yugoshi et al, 2002). O decréscimo 
na quantidade de vasos do quinto para o sétimo dia não foi estatisticamente 
significativo mas concorda com relatos prévios de diminuição do número de vasos 
e início da neoformação óssea nesta etapa do reparo alveolar (Carvalho et al, 
1997b; Devlin, 2000). 
Sob análise estereométrica, a ausência de estrógeno não afetou 
significativamente a densidade volumétrica de fibroblastos. Entretanto, há relatos 
na literatura de que os animais OVX mostraram redução no número de 
fibroblastos no quarto dia pós-operatório, contribuindo desta forma para uma 
provável formação deficiente de matriz orgânica ossificável (Salomao et al, 1974). 
Nos animais do grupo controle, houve aumento da quantidade de fibroblastos do 
terceiro para o quinto dia pós-exodontia, embora diferença estatística não tenha 
sido observada. Achados similares já foram relatados indicando que neste período 
o coágulo sangüíneo é substituído por tecido de granulação e, conseqüente, 
neoformação vascular é observada (Iizuka et al, 1992). Outros trabalhos somente 
identificaram a presença de fibroblastos nas paredes vestibular e lingual do 
alvéolo a partir do sétimo dia pós-exodontia (Carvalho et al, 1980; Yugoshi et al, 
2002). Redução da densidade de fibroblastos do quinto para o sétimo dia foi 
observada, em geral sem significância estatística. 
A ausência de estrógeno não influenciou significativamente a densidade 
volumétrica de colágeno. Entretanto, há indicações na literatura de que animais 
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OVX mostram redução na expressão de colágeno I após exodontia de molar 
superior (Jahangiri et al, 1997). Adicionalmente, há relatos de desarranjo na 
arquitetura das fibrilas de colágeno do tecido ósseo e pele além de diminuição na 
quantidade desta proteína na pele e mucosa uretral de animais OVX (Tzaphlidou 
and Kafantari, 2000; Pirila et al, 2001; Rizk et al, 2003; Rocha et al, 2003). Apesar 
disto, outros estudos relataram ausência de efeito significativo na densidade 
volumétrica de colágeno na bexiga e uretra de ratas submetidas a OVX (Dundar et 
al, 2002; Dambros et al, 2003). As principais mudanças observadas na 
composição da molécula de colágeno durante a osteoporose estão relacionadas 
com modificações nos padrões de hidroxilação dos resíduos de lisina e na 
estabilidade das ligações cruzadas entre as fibrilas de colágeno (Bailey et al, 
1992; Bailey et al, 1993). As ligações cruzadas intermoleculares são responsáveis 
pela força mecânica do colágeno e qualquer redução irá levar a uma rápida perda 
de estabilidade das fibrilas e, conseqüentemente, a uma redução das 
propriedades mecânicas do tecido ósseo (Tzaphlidou and Kafantari, 2000). 
A neoformação óssea somente parece ter sido influenciada pela 
ausência de estrógeno no período de três dias pós-exodontia. Entretanto, em 
períodos subseqüentes tal influência não foi estatisticamente significativa. Estes 
achados estão de acordo com a literatura, que relata aumento da neoformação 
óssea na face palatina e diminuição desta na face vestibular e intra-alveolar de 
ratas castradas submetidas à remoção dental (Salomao et al, 1974; Hsieh et al, 
1994; Shimizu et al, 2000). A combinação OVX e exodontia pode causar 
diminuição de até 25% na rigidez da mandíbula, embora OVX isoladamente não 
seja capaz de alterar a densidade óssea e as propriedades estruturais 
mandibulares (Elovic et al, 1994). Todavia, existem trabalhos discordantes 
relatando ausência de atraso significativo no reparo ósseo intra-alveolar associado 
a OVX (Tanaka et al, 2001). A quantidade a área ocupada por tecido ósseo 
neoformado, aumentaram progressivamente do terceiro para o sétimo dia. Neste 
período inicia-se a substituição do tecido conjuntivo por tecido ósseo neoformado, 
com deposição de osteóide pelos osteoblastos (Iizuka et al, 1992; Devlin, 2000). 
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A contagem e a área de espaços medulares não foi influenciada 
significativamente pela ausência de estrógeno. Aumento de espaços medulares na 
superfície da crista alveolar de animais OVX já foi relatado previamente (Kribbs et 
al, 1983). Há relatos de aumento na extensão dos espaços medulares em ossos 
osteoporóticos devido a um adelgaçamento ou descontinuidade da estrutura 
óssea trabecular e cortical (Li and Nishimura, 1994). 
 A contagem de células inflamatórias e de hemácias sofreu 
diminuição estatisticamente significante em função do tempo, o que está de 
acordo com a seqüência de eventos observada durante o processo de reparo 
alveolar (Carvalho et al, 1980; Lin et al, 1994; Devlin et al, 1996; Devlin, 2000). 
Apesar das evidências experimentais deste trabalho sugerirem que a 
ausência de estrógeno parece não causar alterações nas características 
morfológicas do reparo alveolar pós-exodontia, estudos complementares se fazem 
necessários, devido à complexidade dos efeitos do estrógeno sobre a dinâmica do 
tecido ósseo. Experimentos adicionais seguindo metodologia similar, mas com 
acompanhamento de períodos mais longos, poderão avaliar se a OVX é capaz de 






1. A ausência de estrógeno esteve associada ao aumento do peso 
corporal, atrofia dos cornos uterinos e diminuição do tecido ósseo trabecular em 
tíbias. 
 
2. A comparação densitométrica radiográfica dos grupos 
ooforectomizado e controle mostrou diferenças estatisticamente significantes 
somente no terceiro dia pós-exodontia. 
 
3. A ausência de estrógeno exerceu influência significativa, no terceiro 
dia pós-operatório, na área e densidade volumétrica ocupadas por osteóide. 
 
4. A ausência de estrógeno não exerceu influência significativa na 
densidade volumétrica de vasos sangüíneos, fibroblastos e fibras colágenas 
durante os períodos analisados. 
 
5. A ausência de estrógeno não exerceu influência significativa na área 
ocupada por vasos sangüíneos nos períodos analisados. 
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